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_Resumo

As talassémias sdo caracterizadas por um desequilibrio quantitativo nas
cadeias globinicas devido a reducdo ou supressdo da sintese de uma
das cadeias. Foram avaliados retrospetivamente os resultados de 496
casos suspeitos de a-talassémia delecional e correlacionados com os
dados hematolégicos. A pesquisa de delegdes causadoras de a-talas-
sémia foi efetuada por Gap e Multiplex Gap-PCR. A maioria dos casos
(n=190) apresentou um genétipo normal (aa /aa), seguido de heterozigo-
tia (-a37/aa) (n=148) e homozigotia (-a37/a37) (n=141) para a delegao de
3,7kb. Detetaram-se ainda 5 casos de heterozigotia para a delegé@o de
4,2Kb (-a42/aa), 4 de dupla heterozigotia (a37/a%2), 7 de heterozigo-
tia a0 (--SEA/aa), e 1 de Hb H (--SEA/-a3.7). Os resultados evidenciaram
que 0 VGM e o HGM sé&o excelentes indices hematoldgicos de rastreio
e selegdo dos testes moleculares, sendo o seu valor tanto mais baixo
quanto maior o nimero de genes delecionados. Os resultados obtidos
sdo ainda concordantes com o descrito na literatura e reforcam que o
valor de cut-off de 25 pg (HGM), tem sensibilidade adequada para infe-
rir da presenga de uma delecdo a®-talassémia. A detecdo da delegdo a®
assume particular importancia na prevencéo da ocorréncia de Hb Bart’s
na descendéncia de um casal de portadores. O diagnéstico de a-talas-
sémia é efetuado por métodos moleculares, no entanto os indices hema-
tolégicos sé@o importantes marcadores preditivos do nimero de genes
alfa delecionados e da relagao fendtipo/gendtipo.

_Abstract

Thalassemias are characterized by a quantitative imbalance of the glo-
bin chains due to the reduction or suppression of the synthesis of one
of the globin chains. In the present study, we evaluated retrospectively
496 cases suspected of deletional a-thalassemia and we correlated
them with the hematological data available. We searched for a-thal-
assemia deletions by performing Gap and Multiplex Gap-PCR. Most
patients (n=190) had a normal genotype (aa/aa), followed by hete-
rozygosity (-a3-7/aa) (n=148) and homozygosity (-as7/as7) (n=141) for
the 3.7kb deletion. We also detected 5 cases of heterozygosity for
the 4.2Kb deletion (-a%2/aa), 4 of double heterozygosity (as7/a4z2),
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7 heterozygosity a® (--S€A/aa) and 1 of HbH (--S€A/-a87). The results
showed that the MCV and the MCH are excellent hematological indices
for screening and selection of patients for molecular testing (their value
being the lower the greater the number of deleted genes). Our results
are in line with those described in the literature and reinforce that the
cut-off value of 25 pg (HGM) is sensitive enough to infer the presence
of an a° -thalassemia deletion. The detection of the a° deletion is very
important in preventing the occurrence of Hb Bart's in the offspring of
a carrier couple. Genetic testing makes the diagnosis of a-thalassemia,
however hematological indices are relevant predictive markers of the
number of deleted alpha genes and the phenotype/genotype correlation.

_Introdugao

A hemoglobina (Hb) presente nos eritrocitos é constitui-
da por quatro cadeias de globina, duas cadeias do tipo a
e duas do tipo ndo-a. A Hb A, predominante nos adultos,
é composta por duas cadeias a e duas cadeias B, que sao
sintetizadas de forma equilibrada e sob o controlo de genes
localizados nos cromossomas 16 e 11, respetivamente. As
talassémias sdo caracterizadas por um desequilibrio quan-
titativo devido a reducdo ou supresséo da sintese de uma
das cadeias globinicas.

A maioria das a-talassémias sdo causadas por delecoes,
(a-talassémias delecionais) embora também possam ocor-
rer mutacbes pontuais (a-talassémias nao-delecionais),
sendo a sua base molecular muito heterogénea.

A a-talassémia € uma das doengas genéticas mais comuns
a nivel mundial. A sua distribuicdo geografica é variavel,
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com maior prevaléncia em algumas regides da China e
do Sudeste asiatico, mas também no continente africano,
Mediterrdneo e no Médio Oriente.

O défice de cadeias a conduz a destruigdo de eritrocitos
em circulag@o e consequentemente a diminuigcdo da quan-
tidade de hemoglobina por célula, originando microcito-
se e hipocromia (1), Os testes hematolégicos de rastreio de
a-talassémia séo o hemograma com VGM (Volume Globular
Médio) <80 fL e/ou HGM (Hemoglobina Globular Média)
<27 pg e Hb A2 normal (<3,5%) (2:3),

Existem quatro graus de gravidade consoante o nimero de
genes a-globina afetados (figura 1).

A delecdo de um gene a-globina, heterozigotia para
a* -talassémia (-a/aa), resulta num portador silencioso.
A delecdo de dois genes a-globina no mesmo cromossoma,
heterozigotia para a® -talassémia (--/a), ou nos cromosso-
mas homologos, homozigotia para a* (-a/-a), pode resultar
numa anemia microcitica hipocromica, ligeira a modera-
da. Por outro lado, a delegéao de trés genes a (--/-a) resul-
ta numa talassémia intermédia, doenca de Hb H. A dele-
cao dos quatro genes a resulta em hipoxia grave e anemia
durante o desenvolvimento uterino (Hb Bart's e Hydrops
fetalis; --/--), levando & morte fetal ou neonatal (4).

A delecao a+ mais comum é a de 3.7Kb (-a3-7) que repre-
senta mais de 80% das delegcdes alfa talassémicas,
sendo frequentemente encontrada no continente africano
(10-30%) (),

As delegdes a® sdo mais comuns no Sudeste Asiatico
(--SEA -.FIL g -.THAI) ¢ no MediterrAneo (as duas mais
comuns séo --MED g .q20,5) (5),

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo correlacionar as diferentes
alteractes genéticas de a-talassémia delecional com o cor-
respondente feno6tipo hematolégico, com base na casuis-
tica de 2015 a 2019.

_Materiais e métodos

Foram avaliados retrospetivamente os resultados de
496 casos de estudo de a-talassémia delecional, no
Departamento de Promocgédo da Saude e Prevencao de
Doencas Nao Transmissiveis (DPS), do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge. Todos os casos foram
anonimizados previamente a sua analise.

A pesquisa das delegdes a-talassémia, 3,7 kb (-a37),
4,2 kb (-042), --SEA __MED _(420,5 _.FIL g _.THAI foj gfe-

tuada por Gap-PCR e Multiplex Gap-PCR.

Figura 1: [ Relacdo fenétipo-gendtipo na a-talassémia delecional.
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Seguindo o procedimento instituido, previamente ao es-
tudo molecular, foi efetuada a avaliacdo hematologica
(eritrograma, focagem isoelétrica da Hb e a quantificacao
da Hb A, e Hb F por cromatografia liquida de alta eficién-
cia de troca ionica).

Nao foram incluidos neste estudo os portadores de
a-talassémia delecional com outra hemoglobinopatia adi-
cional.

A anadlise estatistica dos resultados foi efetuada através
do calculo da média, desvio padréo, mediana e teste T de
Student, com um nivel de significancia de 0,05.

_Resultados e discussédo

Do total de 496 casos avaliados, de 2015 a 2019, 92 cor-
respondiam a criangas com idade <2 anos, 58 com idade
>2 anos <6 anos e 60 entre 0s 6 anos e 12 anos. No grupo
etario >12 anos, 117 eram do género masculino e 169 do
género feminino, num total de 286 casos.

As amostras foram analisadas para a pesquisa das dele-
¢des a*+ mais comuns na populacdo portuguesa (-as7 e
_04,2) e delegées OO (__SEA __MED _020,5 __FIL e __THA|)

(1,2,5) (tabela 1).

Os gendtipos mais frequentes foram o normal (aa /aa), a
heterozigotia para 3,7kb (-a37/aa) e a homozigotia para
3,7kb (-as7/a%7). Foram detetados 5 casos de hetero-
zigotia para 4,2Kb (-a*2/aa), 4 de dupla heterozigotia
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(a37/a*2), 7 de heterozigotia a% (--SEA/aq), e 1 caso de
Hb H (gendtipo --SEA/-q8.7),

A média e desvio padrdo dos parémetros hematoldgicos
para cada grupo etario e genétipo encontram-se descri-
tos na tabela 2.

Para os valores de Hb e VGM n&o se encontraram dife-
rencas estatisticamente significativas entre os genétipos
aa/aa e -a*/aa (-ad7/aa; -a%2/aa). Relativamente ao HGM
verificou-se significancia estatistica apenas no grupo etério
dos >2-6 anos.

Na Hb verificou-se uma tendéncia decrescente com dife-
renca estatisticamente significativa entre os genétipos
-a*/aa e -at/-a+ (-ad7/-a87; -ad7/-a*2) e entre 0s geno-
tipos aa/aa e -a*/-a*, nos grupos etarios >2-6 anos, >6-12
anos e >12 anos F.

No VGM, observou-se um decréscimo proporcional ao
numero de genes delecionados, em todos 0s grupos etéa-
rios, verificando-se diferenca estatisticamente significati-
va entre 0s genotipos -a*/aa e -a*/-a* nos maiores de 6
anos, e entre aa/aa e -a*/-a* em todos 0s grupos etarios.

O HGM também apresentou uma tendéncia decrescente
proporcional ao nimero de genes delecionados (figura 2),
observando-se significancia estatistica em todas as fai-
xas etarias entre 0s genétipos -a*/aa e -a*/-a* e aa/aa e
-a*/-at (tabela 2).

Tabela 1: [ Distribuicao dos genétipos a-talassémia delecional e sua frequéncia por idade e género,
na casuistica de 2015 a 2019 (n=496).
Gendtipos

Total aa/aa -a37/aa -a*2/aa -a37/-a37 -a37/-g42 —SEA/aa - SEA/-@37
n n % n % n % n % n % n % n %

=2 anos 92 42 46 25 27 0 25 27 0 0 0

>2-6 anos 58 20 34 25 43 0 13 22 0 0 0

>6-12 anos 60 19 32 23 38 0 16 27 0 2 0
>12 anos 286 109 38 75 26 5 2 87 30 4 1 5 2 1 0,3

(mdx.=80 anos)

Feminino 169 69 11 11 24 2 1 53 31 0 4 2 0

Masculino 117 40 34 34 29 3 3 34 29 4 3 1 0,9 1 1
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Tabela 2: 1 Médias (x) dos valores de Hb (hemoglobina), VGM (volume globular médio) e HGM (hemoglobina
globular média), nos diferentes grupos etarios, de acordo com os genétipos a-talassémia delecional
e avaliacao da significancia estatistica.

-a37/aa -037/-a37
Genétipo aa/aa e e __SEA/qq __SEA/-q37 Significancia estatistica
-042/aa -a37/-q42
n X 25 n X 2S n X 2S n X 2S n X Pa Pp Pe Pd
Hemoglobina (g/dL)
<2 anos (n=92) 42 10,8 2,55 25 11,1 2,4 25 10,8 1,4 0,39 0,22 0,79
>2-6 anos (n=58) 20 121 25 25 11,9 30 13 10,6 1,3 0,62 <0,01 <0,001
>6-12 anos (n=60) 19 12,1 3,0 23 12,4 23 16 11,1 13 2 12,2 23 0,46 <0,001 <0,05 0,06
>12 anos F (n=169) 69 11,8 2,6 43 11,9 23 53 11,0 24 5 11,3 1,4 0,47 <0,01 <0,001 0,56
>12 anos M (n=117) 40 12,9 3,8 37 13,5 3,7 38 12,9 3,2 1 11,0 0,23 0,14 0,84
VGM (fL)
<2 anos (n=92) 42 71,0 121 25 69,5 88 25 64,3 6,8 0,29 0,91 <0,001
>2-6 anos (n=58) 20 73,8 11,7 25 71,0 87 13 69,2 71 0,07 0,19  <0,05
>6-12 anos (n=60) 19 757 141 23 73,3 97 16 68,0 7,9 2 658 81 0,28 <0,001 <0,001 0,45
>12 anos F (n=169) 69 79,6 13,8 43 79,3 11,6 53 71,0 86 5 690 29 0,83 <0,01 <0,001 0,40
>12 anos M (n=117) 40 81,8 156 37 796 99 38 71,8 73 1 674 0,14 <0,001 <0,001
HGM (pg)

= 2 anos (n=92) 42 22,4 50 25 221 3,6 25 20,2 23 0,70 <0,001 =<0,001
>2-6 anos (n=58) 20 241 44 25 22,8 3,4 13 21,4 23 <0,05 <0,05 <0,001
>6-12 anos (n=60) 19 24,4 51 23 23,7 41 16 21,1 21 2 20,8 27 0,32 <0,001 <0,001 0,54
>12 anos F (n=169) 69 257 56 43 253 4,6 53 22,0 238 5 220 05 0,50 <0,01 <0,001 0,93
>12 anos M (n=117) 40 26,7 6,7 37 257 3,7 38 22,3 23 1 183 0,10 <0,001 <0,001

Para o grupo etario >12 anos, os géneros foram considerados separadamente.
p, representa valor de p entre aa/aa e -a37/aa; py, representa valor de p entre -a37/aa e -a37/-a37;
p. representa valor de p entre aa/aa e -a37/- a37; py representa valor de p entre -a37/-a37 e --SEA/qa.

Figura 2: [ Valores de HGM (hemoglobina globular média) dos diferentes genétipos de a-talassémia
delecional, nos quatro grupos etarios.
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Estes resultados evidenciam que o0 VGM e 0 HGM sao exce-
lentes indices para a selegdo dos testes moleculares a uti-
lizar na identificacdo do gendtipo. Quanto maior 0 nimero
de genes alfa delecionados, menores os valores de VGM e
HGM. Tal como descrito previamente, o parametro mais for-
temente correlacionado com o nimero de genes alfa dele-
cionados é o0 HGM. Encontra-se descrito que um valor de
HGM<21,9 pg é preditivo da presenca de delecdo a° (6).
Os resultados (tabela 2) estdo concordantes com o descri-
to e reforgam que o valor de cut-off do HGM de 25 pg, utili-
zado no laboratério da Unidade de Diagnostico Laboratorial
e Referéncia, tem sensibilidade adequada para discriminar
a presenca de uma delegao a® -talassémia.

A doenca de Hb H apresentava uma anemia microcitica/hi-
pocrémica (Hb=11g/dL; VGM=67,4fL; HGM=18,3pg) e um
valor de Hb A, particularmente baixo (HbA, =1,3%). O
alelo a% corresponde a uma delecdo --SEA originaria do
Sudeste asiatico. A doenca por Hb H encontra-se normal-
mente associada a uma reducao significativa de cadeias a
globina, e consequentemente a um excesso de cadeias
globina que levam a formacgado do tetramero B4 (Hb H). A
instabilidade da Hb H leva a presencga de anemia hemoliti-
ca cronica, com microcitose e hipocromia, redugéao da Hb
A, e niveis de Hb F ligeiramente aumentados (1-3%) (4).

Os casais com os genoétipos -a*/aa e -a*/-a* podem trans-
mitir a sua descendéncia um ou mais genes a*, no entanto
nao existe o risco de Hydrops fetalis (Hb Bart’s) ou Hb H.

Por outro lado, a presenca de uma delegcdo a® assume
particular importancia na prevencao da ocorréncia de Hb
Bart’s na descendéncia de um casal em que ambos séo
portadores, e no seu aconselhamento genético.

_Conclusao

O diagnostico de a-talassémia delecional s6 pode ser efe-
tuado por métodos moleculares, no entanto os parametros
hematolégicos sao marcadores preditivos importantes do
numero de genes alfa delecionados e na avaliagdo da rela-
cao genodtipo/fendtipo.
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